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HINTERGRUND PER ERFINDUNG 

Die Erfindung betrifft eine positive Kalibrierungs-ZKontrollzusammensetzung zur 
Verwendung in serologischen IgM-Tests und einen serologischen IgM-Test, der die 
positive Kalibrierungs-/Kontrollzusammensetzung bertutzt. 

Tests for Infektionskrankheiten erfordem sowohl negative als auch positive Ka- 
librierungs- und/oder Kontrollzusammensetzungen. Die negativen Kalibrierungen 
bestehen Qblicherweise aus menschlichen Seren, die bekanntermatten keine der 
interessierenden Antikorper beinhalten. Die positiven Kalibrierungszusammenset- 
zungen werden Qblicherweise dadurch hergestellt, dass die negativen Kalibrierun- 
gen mit bekannten Mengen der interessierenden, von menschlichen Patienten ge- 
wonnen Antikorpern a ngereicht werden. Die positiven Kontrollzusammensetzungen 
werden Qblicherweise hergestellt, indem die negativen Kalibrierungen mit Mengen 
der Antikfirper angereichert werden, die entweder denen gleichen, die in den Kalib- 
rierungszusammensetzungen eingesetzt werden oder sich von diesen unterschei- 
den. 


25 Es ist gut bekannt, dass die erste Immunantwort auf einen Infektionskrankheits- 
wirkstoff in einem Individuum die Produktion von lgM-Antik6rpern ist. 

Die IgM.lmmunantwort tritt jedoch nur fUr eine sehr kurze Zeitperiode auf, bei- 
spielsweise fUr einige Wochen oder einige Monate. Die IgG-lmmunantwort folgt 
30 und setzt sich eine relativ lange Zeitperiode fort, beispielsweise eine Anzahl von 
Jahren. 
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Weil die erste Immunantwort die Produktion von IgM-Antikorpern ist und Weil IgM- 
Antikdrper kurzlebig sind, sind Tests bzgl. dieser Antikorper wichtig, weil derartige 
Tests eine frOhe indikation einer kQrzlich erfolgten Infektipn in einem Patienten 
ermdglichen. Aufgrund der kurzen Dauer der IgM-Antwort und der Tatsache, dass 
die Infektionskrankheit in einem Patienten nicht entdeckt werden kann, bis die IgM- 
Antwort geendet hat, ist es jedoch schwierig, einen ausreichenden Vorrat von IgM- 
AntikOrpern von Individuen zu erhalten, urn diesen in positiven Kalibrierungs- 
/Kontrollzusammensetzungen fur Tests fur die Infektionskrankheit einzusetzen. 
Waiter ist das Verfahren dafur arbeitsintensiv, sehr langwierig und sehr kostenin- 
tensiv. Eine vorgeschlagene Losung war, in einem Test, wie in WO 89/10980 be- 
schrieben, nicht-menschliche IgM-Antikorper als positive Kontrolle einzusetzen. 

Es wiirde vorteilhaft sein, einen unbegrenzten Vorrat von Antikdrpern gleichblei- 
bender Qualitat zu haben. der in den positiven Kalibrierungs-/Kontrollzusammen- 
setzungen zur Verwendung in serologischen IgM-Tests eingesetzt werden kann. 
Dementsprechend ist es ein Ziel der vorliegenden Erfindung. eine positive Kalibrie- 
rungs-/Kontrollzusammensetzung zum Einsatz in serologischen IgM-Tests vorzu- 
sehen. WO 92/01472 beschreibt in einem Aspekt rekombinierte, chimerische, mul- 
tivalente Immunoglobuline mit vielen antigenbindenden Bereichen. Es ist ebenso 
ein Ziel der Erfindung einen serologischen IgM-Test vorzusehen, der die positiven 
Kalibrierungs-/KontrollzuSammensetzungen gemaii der Erfindung benutzt. 

ZUSAMMENFASSUNG PER ERFINDUNC? 

Diese und andere Ziele und Vorteile werden gemall der Erfindung erreicht, indem 
eine positive Kalibrierungs-/Kontrollzusammensetzung zum Einsatz in einem Test 
vorgesehen wird, urn Antikorper gegen Infektionskrankheiten zu detektieren, dazu 
gehort ein unspezifischer IgM-lmmunoglobulin, der kovalent an einen Nicht-IgM- . 
Antikorper gebunden ist, der for den interessierenden Infektionskrankheitswirkstoff 
spezifisch ist. Wie im Detail beschrieben werden wird, werden die Bindungseigen- 
schaften sowohl von dem unspezifischen IgM-lmmunoglobulin als auch den spezi- 
fischen Antikorper-Segmenten des zusammengesetzten Antikdrpers in dem dia- 
gnostischen Test ausgenutzt. Die unspezifischen IgM-lmmunoglobuline kdrinen 
von Menschen oder von Tieren stammen, die Immunoglobuline produzieren, die 


gegenQber in Menschen produzierten hochgradig homolog sind und die im We- 
sentlichen dasselbe Bindungsverhalten zeigen wie unspezifische menschliche Im- 
munoglobuline. Unspezifische IgM-lmmunoglobuline sind in Individuen zu alien 
Zeiten vorhanden und kdnnen daher ohne Schwi^rigkeiten erlangt warden. Die An- 
tikorper, die fur den interessierenden Infektionskrankheitswirkstoff spezifisch sind 
konnen jeder Klasse angehoren, das heifit, igG, IgA, IgD oder IgE. Die spezifi- 
schen lgG-Antik6rper werden bevorzugt, da sie reichlich vorhanden sind und in 
Individuen aufgrund der langen Dauer der IgG-Antwort auf den Infektionskrank- 
heitswirkstoff eine lange Zeitperiode vorhanden sind. 

Die Kalibrierungszusammensetzungen werden gewohnlich dazu eingesetzt, einen 
Referenzsignal-Cut-off-Wert fur den speziellen Analysenapparat zu bestimmen, der 
benutzt wird, urn den Test auszufuhren. Die Kontrollzusammensetzungen werden 
ublicherweise dazu eingesetzt zu uberprufen, ob Testelemente eines speziellen 
Fertigungsloses fur deren beabsichtigten Zweck nOtzlich sind und abzusichern, 
dass der Analysenapparat richtig fiinktioniert. Die Kontrollzusammensetzungen 
konnen eine Menge des zusammengesetzten Antikorpers gemad der Erfindung 
enthalten, die mit der Menge Qbereinstimmt, die in den Kalibrierungszusammen- 
setzungen vorhanden sind oder von dieser verschieden ist 

In dem Testverfahren der Erfindung ist an einem festen Trager ein Efnfangmaterial 
immobilisiert, das ausgewahlt ist, speziell an den zusammengesetzten Antikorper 
zu binden, der in cjer positiven Kalibrierungs-/Kontrollzusammensetzung vorhanden 
ist. Im Allgemeinen werden die positive Kalibrierungs-/Kontrollzusammensetzung 
oder eine pluidprobe, von der angenommen wird, dass sie die interessierenden 
IgM-Antikdrper entbSIt und ein markiertes Konjugat mit dem festen Tragermaterial 
in Kontakt gebracht. Das Konjugat umfasst einen Markierungsanteil, der direkt o- 
der indirekt detektierbar sein kann, und gebunden ist an ein Detektormaterial, wel- 
ches ausgewahlt ist, urn an den zusammengesetzten Antikorper und an die Anti- 
kerper des interessierenden Infektionskrankheitswirkstoffs zu binden, der in einer 
Fluidprobe vorhanden sein kann. Nachfolgend, nach einer Zeitperiode, urn zu er- 
moglichen, dass die notwendigen Bindungswechselwirkungen stattfinden, wird un- 
gebundenes, markiertes Konjugat von gebundenem markierten Konjugat getrennt 
und ein Signal als eine Funktion der Markierung des freien oder gebundenen Kon- 


jugats generiert. Das Signal kann in dem Fall der positiven Kalibrierungs- 
/Kontrollzusam-mensetzung dazu eingesetzt werden, das Analyseinstrument zu 
kalibrieren Oder im Falle einer Testprobe dias Vorhandensein und/oder die Menge 
von interessierenden Antikdrpern zu bestimmen. 

i 

Die positive Kalibrierungs-/Kontrollzusammensetzung und das Testverfahren der 
Erfindung kann fur jeden serologischen IgM-Test eingesetzt werden, das hei&t, fur 
jeden Test bzgl. Antikorper gegen eine Infektionskrankheit. Zu typischen Infekti- 
onskrankheiten, fur die IgM-Screening ausgefuhrt werden kann, gehoren Rdteln, 
der Cytomegalie-Virus, Toxopiasmose, die Lyme-Krankheit, Herpes I und II, der 
Epstein-Barr-Virus, HTLV, HIV, Syphilis, Hepatitis und der Varicella-Zoster-Virus 
(VZV). 

Das Testverfahren der Erfindung ist sensitiv und speziell, und kann in etner bevor- 
zugten Ausfuhrungsform in einem Einzeltestmodulformat ausgefuhrt werden, was 
eine vollstSndige TesteinschlieBung ermOglicht. GemaB der bevorzugten Ausfuh- 
rungsform, bei der der feste Trager einen relativ gro&en Oberflachenbereich auf- 
weist, wie etwa in dem Fall eines faserartigen festen Tragers, wird weiter ein 
schnelles Einfangen vorgesehen durch eine relativ gro&e Menge von Bindungs- 
material und einem weniger intensiven und weniger technikabhangigen Waschen 
aufgrund einer relativ geringen Konzentration des markierten Detektormaterials. 
Zusatzlich wird zum Einsatz in den Tests ein praktisch unbegrenzter Vorrat von 
zusammengesetzten Antikdrpern fiir den Einsatz in den positiven Kalibrierungs- 
und Kontrollzusammensetzungen vorgesehen. 

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN 

Fur ein besseres Verstandnis der Erfindung, genauso wie anderer Ziele und weite- 
rer Merkmale davori, wird auf die folgende detaillierte Beschreibung von verschie- 
denen bevorzugten AusfGhrungsformen davon in Verbindung mit der begleitenden 
Zeichnung Bezug genommen, in der die Figur eine vereinfachte isometrische An- 
sicht eines Einzeltestmoduls darstellt, das fQr das Testverfahren eingesetzt werden 
kann. 


BESCHREIBUNG PER BEVORZUGTEN AUSFOHRUNGSFORMEN 


Wie bereits bemerkt, konnen die unspezifischen IgM-lmmunoglobuline von Men- 
schen oder von Tieren stammen, die phylogenetisch eng mit den Menschen ver- 
wandt sind. Derartige Tiere, beispielsweise Primaten und Schweine, produzieren 
Immunoglobuline, die hochgradig homolog sind zu diesen von Menschen produ- 
zierten und die im Wesentlichen dasselbe Bindungsverhalten zeigen. Die unspezi- 
fischen IgM-lmmunoglobuline, die in den zusammengesetzten AntikSrpern inkorpo- 
riert sind und gemaB der Erfindung vorgesehen sind, konnen erzielt werden gemali 
der Verfahren, die den Fachleuten des betreffenden Gebietes gut bekannt sind. 
Oblicherweise wird dies durch eine Technik gemacht, die als differentielle Prazipi- 
tation bekannt ist, in der unerwGnschte Komponenten des Serums durch Hinzufu- 
gen von gesattigter Ammoniumsulfatlosung prSzipitiert und ausrangiert werden. 
Die uberschussige AmmoniumsulfatlSsung wird dann behandelt, um die ge- 
wunschten, unspezifischen IgM-lmmunoglobuline zu prazipitieren, die dann fur den 
Einsatz gelost werden. 

Die unspezifischen IgM-lmmunoglobuline, die in den zusammengesetzten Antikdr- 
pern eingesetzt werden, konnen das gesamte Immunoglobulin sein Oder nur der 
Fc-Fragmentbereich (p Kette), der an das Einfangmaterial auf dem festen Trager 
bindet. Weiter ist es nicht notwendig, die IgM-lmmunoglobuline hochgradig zu rei- 
nigen, die dazu eingesetzt werden, die Zusammensetzung zu bilden. Vorzugsweise 
wird die IgM-Losung zu einer Konzentration von ca. 80 % oder mehr gereinigt. 

Die spezifischen, Nicht-lgM-Antikorper, die in den zusammengesetzten Antikorpern 
der Erfindung inkorporiert sind, konnen monoklonal oder polyklonal sein und kon- 
nen von Menschen oder von Tieren erlangt werden. Die letzteren mussen Antikor- 
per liefern, die spezifisch sind fQr den interessierenden Infektionskrankheitswirk- 
stoff und die sich an das in dem Konjugat vorhandene Detektormaterial binden 
werden. Derartige spezifische AntikQrper kannen von jedem Tier erlangt werden, 
das ausgesetzt wurde oder immunisiert wurde mit dem interessierenden Stiologi- 
schen Wirkstoff oder einem Fragment des Stiologischen Wirkstoffs. Bevorzugte 
Tiere fur diesen Zweck sind Kaninchen, Ziegen und Mause. FGr polyklonale, spezi- 
fische Antikorper werden vorzugsweise IgG-Antikorper eingesetzt, da diese reich- 


lich vorhanden und ohne weiteres verfQgbar sind. Polyklonale IgG-Antikdrper kdn- 
nen teilweise von Serumkomponenten gereinigt sein durch differentielle Prazipita- 
tion mit Amoniumsulfat oder Protein-G-ChromatographiesSulen. Spezifische po- 
lyklonale lgG-Antik6rper kdnnen hochgradig gereinigt sein mit Affinitatschroma- 
5 tographiesaulen. Monoklonale Antikdrper aller Klassen. das heiBt, IgG, IgA, IgD 
und IgE sind ohne weiteres verfQgbar. Die gesamten spezifischen, Nicht-lgM- 
Antikdrper kdnnen benutzt werden oder die Fab oder die F(ab , ) 2 -Segmente davon. 

Die spezifischen Nicht-lgM-Antikorper kdnnen in Tieren gemaB der Verfahreri ge- 

10 zOchtet werden, die den Fachleuten des Standes der Technik gut bekannt sind und 
daher ist eine ausfuhrliche Diskussion dieser Techniken an dieser Stelle nicht er- 
forderlich. Oblicherweise wird eine Immunisierungslosung oder— suspension da- 
durch hergestellt, dass eine Losung oder -suspension hergestellt wird, die eine 
Substanz beinhaltet, die fahig ist, eine Antikdrper-Produktion in einem Wirtstier 

15 anzuregen, beispielsweise mikrobielle Partikei wie etwa ganze oder zerbrochene 
Virus-, Bakterien- oder Parasitenpartikel, rekombinante Antigene, oder syntheti- 
sche Peptide, deren Sequenz von dem InfektionskrankheitsStioiogiewirkstoff in 
einem basischen Fluid (base fluid) identifiziert wurde. Die Ldsung oder die Mi- 
schung wird mit einem geeigneten Puffer, wie etwa phospatgepuffertes Salz (PBS), 

20 pH 7,3, auf einen gewQnschten pH gepuffert. Die erste Injektion wird mit einem 
Aliquot der Ldsung oder der Mischung gemacht, zu der ein Adjuvant hinzugefugt 
wurde, der die Immunantwort des Tieres stimuliert, wie etwa Freund's Adjuvant 
Complete. In folgenden Auffrischungsimmunisierungen werden bevorzugt Aliquots 
der Immunisierungslosung oder -mischung eingesetzt, zu denen ein Adjuvant wie 

25 etwa Freund's Adjuvant Incomplete hinzugefugt wurde. Oblicherweise schlie&t das 
Immunisierungsheilprogramm zumindest drei Auffrischungsimmunisierungen in 
wdchtenlichen Intervallen ein, beginnend eine Woche nach der Anfangsimmunisie- 
rung. Die Immunisierungen kdnnen auf jede geeignete Art verabreicht werden, ein- 
schlie&lich subkutan und intramuskular. 

30 

Das Serum wird dem Wirtstier im AnschluS an das Immunisierungsprogramm ent- 
nommen und gemiB einem bekannten Testverfahren fur die interessierende Infek- 
tionskrankheit getestet. Ein ausreichend hoher Antikdrper-Titer wird durch ein po- 
sitives Ergebnis des Tests angezeigt. Wenn das Antiserum den geforderten Spezi- 
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fikationen entspricht, wird das Antiserum Qblicherweise dem Tier in Intervallen 
entnommen. NatQrlich werden die Fachleute erkennen, dass der notwendige Anti- 
korper-Titer entsprechend dem Testverfahren. fur das die positive Kalibrierungs- 
oder Kontrolllosung gewQnscht wird, variieren wird. 

Die erzielten Antiseren konnen Oder konnen nicht vor dem Einsatz behandelt wer- 
den, urn etwa jeden lebenden Infektionswirkstoff, der vorhanden sein kann, zu in- 
aktivieren. Diese Antiseren werden Qblicherweise vielfacn, beispielsweise eintau- 
sendfach. in einem basischen Fluid verdunnt. wie etwa behandeltem menschlichem 
„off-clof-Serum. Die L6sung kann Additive aufweisen, wie etwa als ein Konservie- 
rungsmittel einen antimikrobiellen Wirkstoff. Die Konzentratioh jeder speziellen 
positiven Kalibrierungs- oder Kontrollzusammensetzung.wird abhangen von dem 
Cut-off-Signalwert, der fQr das Testverfahren bestimmt wird. 

Die menschlichen unspezifischen IgM-lmmunoglobuline und die spezifischen, 
Nicht-lgM-Antik6rper kOnnen kovalent aneinander gebunden sein durch jede von 
vielen geeigneten Techniken und diese werden den Fachleuten des Gebietes of- 
fensichtlich sein, speziell angesichts der in dieser Schrift gegebenen Beispiele. 
Allgemein gesprochen sollte das kovalente Bindungsverfahren ausgefQhrt werden, 
um sicherzu stellen. dass die Antigen-Bindungsplatze der spezifischen Nicht-lgM- 
Antikdrper und/oder diese der unspezifischen IgM-lmmunoglobuline verfugbar sind 
zum Binden an das markierte Konjugat oder an das Einfangmaterial auf dem fasten 
Trager. Folglich geschieht das kovalente Binden vorzugsweise nicht uber das Fab- 
Segment der Nicht-lgM-Antik6rper. 

Die zusammengesetzten Antikorper konnen synthetisiert werden, indem die spezi- 
fischen. Nicht-lgM-Antikdrper und die unspezifischen IgM-lmmunoglobuline in ver- 
schiedenen molaren Verhaltnissen zur Reaktion gebracht werden, beispielsweise 
in Verhaltnissen von ca. 1:1 bis ca. 5:1 Nicht-lgM/lgM. Das bevorzugte molare 
Verhaltnis in jedem spezifischen Beispiel ist abhangig von verschiedenen Faktq- 
ren, eingeschlossen den synthetischen Bedingungen und Reagenzien und dem 
Testaufbau, in dem beabsichtigt wird. die positive Kalibrierungs-/Kontrollzusam- 
mensetzung einzusetzen. Die GrdlSe und das'Nicht-lgM/lgM-Verhaltnis in den re- 
sultierenden zusammengesetzten AntikOrpern konnen heterogen sein aufgrund 
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molekularer Kreuzverbindungen und konnen abhSngig sein von den Kreuzverbin- 
dungsbedingungen und den eingesetzten Reagenzien. Bevorzugterweise wird in 
dem Reaktionsverfahren ein 2:1 molares Verhaltnis von Nicht-lgM/IgM eingesetzt. 

GemafJ der Erfindung schliefit ein Verfahren zum Synthetisieren der zusammenge- 
setzten Antikorper anfSngliches Reagieren der unspezifischen IgM-lmmuno- 
globuline mit einem Reagenz ein, das mit primSren Aminen reagieren wird, urn in 
Proteine Sulfhydril-Gmppen einzubringen. Ein geeignetes Reagenz zu diesem 
Zweck ist 2-lminothiolan (2-IT; Traut's Reagenz). Die spezifischen, Nicht-lgM- 
Antikorper werden mit einem heterobifunktipnalen Reagenz in Reaktion gebracht, 
wie etwa N-y-Maleinimidobuttersaurenoxysuccinimid (GMBS) urn diese Antikorper 
in Maleinimid-Gruppen einzubringen. Diese Maleinimid-Gruppen sind fOr eine Re- 
aktion mit Proteinen verfugbar, die freie Sulfhydril-Gruppen beinhalten, um kova- 
lent gekoppelte Protein-Konjugate hervorzubringen. 

Die Konjugat-Reaktion kann ausgefuhrt werden, indem die GMBS-aktivierten Nicht- 
IgM-Antikorper mit den 2-IT-aktivierten unspezififschen IgM-lmmunoglobulinen zur 
Reaktion gebracht werden bei einem 2:1 molaren Verhaltnis (Nicht-lgM:lgM) fur ca. 
18 bis 24 h bei einer Temperatur von ca. 2° bis 8 °C. Die Reaktion wird ge- ' 
quenscht mit 2-Mercaptoethylamin und N-Ehylmaleinimid. Nach dem Quentsphen 
werden die zusammengesetzten Antikorper in einer gepufferten Salzldsung, pH 
7,6, dialysiert und die dialysierte, zusammengesetzte Antikbrperlosung wird mit 
einem gleichen Volumen eines nichtreagierenden Serums verdunnt, das gegenuber 
dem interessierenden Infektionskrankheitswirkstoff nicht reaktiv ist. Die resultie^ 
rende, zusammengesetzte Antikorperldsung wird als die reaktive Vorratslosung 
eingesetzt, fQr die ein Titer zugeteilt ist. 

Der Titer der reaktiven Vorratslosung wird durch Anwenden bzw. Applizieren der 
analytischen Verfahren und Apparate bestimmt, die dazu eingesetzt werden, die 
unbekannten Fluidproben zu testen. Im Allgemeinen werden mehrere Verdunnun- 
gen der reaktiven Vorratslosung in nichtreaktivem menschlichen Serum hergestellt 
und jede VerdQnnung zusammen mit den reaktiven und nichtreaktiven Referenz- 
standards getestet. Ein Verdunnungsfaktor wird der reaktiven Vorratslosung zuge- 
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wiesen, basierend auf den Daten, die gesammelt wurden, urn die reaktive Kalibrie- 
rung oder Kontrolle herzustellen. 

GemaB einer bevorzugten AusfQhrungsform der Erfindung wird eine positive Ka- 
librierungs-/Kontrollzusammensetzung angegeben, die fOr eine Mehrzahl von se- 
rologischen IgM-Tests eingesetzt werden kann. Beispielsweise kann eine Kalibrie- 
rungs-/Kontrollzusammensetzung angegeben werden zum Einsatz mit Toxoplas- 
mose-, Rdteln-, Cytomegalovirus- und Herpes-Antikorper-Tests, indem in die Zu- 
sammensetzung zusammengesetzte Antikorper fCirjeden spezifischen interessie- 
renden Antikorper inkorporiert werden. Vorteilhafterweise kann eine Kalibrierungs- 
/Kontrollzusammensetzung vorgesehen werden fQr den Einsatz mit einer Mehrzahl 
von Tests anstelle des Erfordernisses einer separaten Kalibrierungs- 
/Kontrollzusammensetzung for jeden Test. 

Das Testverfahren der Erfindung schlieBt ebenfalls den Einsatz eines markierten 
Detektormaterials ein. Das Detektormaterial in dem markierten Konjugat kann je- 
des sein. das an die interessierenden Antikflrper binden wird und an den zusam- 
mengesetzten Antikorper, der in der positiven Kalibrierungs-/Kontrollzusam- 
mensetzung vorhanden ist. Es ist verstSndlich, dass das Detektormaterial natiirlich 
kein substantielles Binden an irgendwelche spezifischen lgM-Antik6rper zeigeh 
sollte. die in ejnem Testfluid vorhanden sein konnen und andere sind als die spe- 
zifischen IgM-Antikorper, fur die der Test durchgefuhrt wird. Das Detektormaterial 
kann von jeder Art sein. eingeschlossen rekombinierte oder gereinigte gezuchtete 
Antigene, beispielsweise Extrakte von dem gesamten Infektionskrankheitswirkstoff, 
das ein Virus sein kann, eine Bakterie, ein Pilz. Protozoen. etc., Analoge dazu. 
synthetisch hergestellte Peptid-Sequenzen oder rekombinierte Proteine. Zu den 
typischen, geeigneten Bindungsmaterialien, die in das markierte Konjungat einge- 
arbeitet werden kOnnen, gehoren beispielsweise monoklonale und polyklonale anti- 
menschliche IgM-Antikorper, Lektine wie etwa Mannan-Bindungs-Proteine und Ki- 
chererbsen-Lektine („Chick Pea Lectin') und ahnliche. Monoklonale Antikorper und 
synthetisch hergestellte Peptid-Sequenzen werden aufgrund ihrer Bindungsspezifi- 
kation bevorzugt. Fur HIV-Tests werden vorzugsweise markierte HIV I und II Pep- 
tid-Sequenzen eingesetzt aufgrund deren fehlender Kreuzreaktivitat und deren Si- 
cherheit bei der Handhabung. 


10 


ft • • • • • • 

• • • V • ••• 


Jeder dieser Markierungen, die fdr den Einsatz in immunometrischen Tests be- 
kannt sind, konnen eingesetzt werden, dazu gehdren beispielsweise fluqreszieren- 
de Anteile, Enzyme, chemolumineszente Anteile und radioaktive Materialien. Jede 

5 Anderung in der Fluoreszenz, der Chemolumineszenz, der Radioaktivitat oder an- 
derer Strahlungsanderungen im sichtbaren oder nahen sichtbaren Bereich konnen 
ausgewertet werden. Folglich kann die Markierung direkt oder indirekt detektierbar 
sein. Wo die Markierung ein Enzym ist, kann es eins sein, dass mit einem Substrat 
interagiert, um eine Anderung in der Absorption zu verursachen, wo das Substrat 

10 ein Chromogen ist, eine Anderung der Fluoreszenz, falls das Substrat ein Fluo- 
rophor ist, eine Anderung der Chemolumineszenz, wo das Substrat ein chemolu- 
mineszentes Material ist oder eine Anderung der Phosphoreszenz, wo das Sub- 
strat ein Phospor ist. Vorzugsweise werdien aufgrund der VerstSrkung des Signals, 
das erreicht wird, Enzym-Markierungen eingesetzt. 

15 

Das Testverfahren gemaB der Erfindung kann jede Feste-Phase-Testtechnik ver- 
werten, solange die feste Phase fahig ist, die zusammengesetzten Antikdrper der 
positiven Kalibrierungs-/Kontrollzusammensetzung und die interessierenden Anti- 
korper in einer Testprobe einzufangen. Das Einfangmaterial, dass an den festen 
20 Trager immobilisiert ist; kann aus den Materialien ausgewahlt werden, die im Zu- 
sammenhaing mit dem Detektormaterial des markierten Konjungats beschrieben 
wurden. Jedes geeignete Material kann als der Einfangwirkstoff eingesetzt werden, 
dazu gehoren monoklonale Antikorper, die gegen menschliche lgM-Antik6rper ge- 
richtet sind. 

25 

Der feste TrSger kann von jeder geeigneten Art sein, dazu gehoren Mikrotiterplat- 
ten, Kugelchen etwa aus polymerischem Material, magnetisches Material oder 
Glas, porose Materilien wie etwa Membrane oder Fasermaterialien wie etwa Glas 
und ahnliche. Weiter kann jede geeignete Testtechnik angewandt werden, dazu 
30 gehort die ;Forward"-Testtechnik, in der das Probenfluid auf einen festen Tr§ger 
angewandt wird, nach der Inkubationszeit gefolgt von der Anwendung einer mar- 
kierten Konjungatlosung und die fl Revers M -Testtechnik, in der das Probenfluid zu- 
erst mit einer markierten Konjungatlosung kombiniert wird, um einen Komplex zu 
bilden und der resultierende Komplex wird auf den festen Trager appliziert. 
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Wie zuvor beschrieben. kann das Verfahren der Erfindung die Bindungscharakte- 
ristiken sowohl des unspezifischen IgM-lmmunoglobulins als auch die spezifi- 
schen, Nicht-lgM-Antikdrper-Segmente der zusammengesetzten Antikorper in der 
positiven KaIibrierun'gs-/Kontrollzusammensetzung verwerten. In einef Ausfuh- 
rungsform ist das Einfangmaterial an dem festen Trager immobHisiert. beispiels- 
weise ist ein monoklonaler Antikorper ausgewahlt, um an das unspezifische IgM- 
Immunoglobulin-Segment des zusammengesetzten Antikdrpers zu binden (und e- 
benso an den interessierenden Infektionskrankheitsantikdrper). in dieser Ausfuh- 
rungsform ist das in das markierte Konjungat inkorporierte Detektormaterial (bei- 
spielsweise ein Extrakt Oder Fragment eines atiologischen Wirkstoffs) ausgewahlt, 
um an das spezifische, Nicht-lgM-Antik6rpersegment zu binden. Diese' Ausfuh- 
rungsform ist speziell bevorzugt, wenn das teste Tragermaterial einen relativ gro- 
lien Oberflachenbereich aufweist, wie der in einem fasrigen Filtermaterial vorhan- 
dene. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform kann das auf dem festen Trager Immobilisierte 
Einfangmaterial ausgewahlt werden, um an das spezifische Nicht-lgM-Antikorper- 
Segment des zusammengesetzten AntikQrpers und ah die interessierenden Infekti- 
onskrankheitsantikdrper zu binden. In dieser Ausfuhrungsform ist das Detektor- 
material in dem markierten Konjungat, beispielsweise ein antimenschlicher IgM- 
Antikdrper ausgewahlt. um an das unspezifische IgM-lmmunoglobulin-Segment des 
zusammengesetzten Antikdrpers zu binden. Diese Ausfuhrungsform ist speziell 
bevorzugt fur den Einsatz mit Mikrotiter-Plattentests. 

Die Erfindung wird nun im Detail weiterbeschrieben hinsichtlich einer speziellen 
bevorzugten Testtechnik gemaB der Erfindung, wobei als fester Trager ein pordses 
Material eingesetzt wird. In dieser bevorzugten Ausfuhrungsform hat das pordse 
Element vorzugsweise einen relativ groUen Oberflachenbereich, um das Einfangen 
der IgM-Antikdrper zu ermdglichen, die in einem Probenfluid vorhanden sind. Das 
pordse Element kann eine pordse Membran sein, ein fasriges Netzkissen oder 
ahnliches und kann aus jedem geeigneten Material sein wie etwa Glas, polymeri- 
schen Materialien, Papier, etc. 
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Wie zuvor angemerkt, ist an dem porosen Element em Bindungs- oder Einfangs- 
material immobilisiert, das fahig ist, an die IgM-lmmunoglobuline zu binden und 
ebenso an die zusammengesetzten Antikorper in den positiven Kalibrierungs- 
/Kontrollzusammensetzungen. Jede der obengenannten geeigneten Bindungsmate- 
rialien konnen eingesetzt werden. Die Menge von Bindungsmaterial fQr jeden spe- 
ziellen Test variiert mit dem Test und kann durch konventionelle experimented 
„Scoping tt -Methoden optimiert werden. Vorzugsweise wird die Menge von Bin- 
dungsmaterial berechnet, die notwendig ist alle oder im Wesentlichen alle der IgM- 
Antikdrper in der Patientenprobe zu binden und einen.Oberschuss dieser Menge 
auf das porfise Element anzuwenden. 

Das Bindungsmaterial kann auf das porose Element angewendet werden und dar- 
an durch jede der verschiedenen bekannten Methoden immobilisiert werden, dazu 
gehoren physikalisches EinschlieSen und chemisches Binden. Beispielsweise kann 
eine Losung des Bindungsmaterials auf das pordse Element angewqndt werden 
und das Element nachfolgend getrocknet werden, urn ein poroses Element zu lie- 
fern, bei dem das Bindungsmaterial uberall verteilt ist und in diesem durch die 
Struktur des Elements gehalten ist. In einer weiteren AusfOhrungsform, speziell 
wenn etas porose Element ein faserartiges Netzmaterial aufweist, kann das Bin- 
dungsmaterial chemisch gebunden sein oder an polymerischen Partikeln adsorbiert 
sein und das faserartige Netzkissen impragniert sein mit dem aus Partikeln beste- 
henden Stoff. Auf diese Art und Weise ist das Bindungsmaterial an das porose E- 
lement immobilisiert und verbleibt dort wahrend des gesamten Testverfahrens. Ei- 
ne bevorzugte Methode ist es t eine Ldsung des Bindungsmaterials auf das porose 
Element anzuwenden und nachfolgend das Element zu erwSrmen, urn das Bin- 
dungsmaterial daran zu fixiereh. 

Dieses Verfahren der Erfindung kapn in verschiedenen Ausfuhrungsformen prakti- 
ziert werden. In einer AusfOhrungsform kann die Testprobe zu Beginn auf das po- 
rdse Element angewandt werden, worauf ein Inkubationsschritt folgt, der es er- 
laubt, die spezifischen IgM-Antikorper in dem Probenfluid interagieren zu lassen 
und an das Bmdungsmaterial auf dem porosen Element binden zu lassen. Erne 
Losung des Konjungats wird dann auf das porose Element angewandt, worauf eiri 
Inkubationsschritt folgt. In einer weiteren AusfOhrungsform wird ein Volumen der 
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Fluidprobe, beispielsweise ca. 30 Ml zu einer Losung des markierten Konjugats in 
einem Puffer hinzugefllgt und das Gemisch inkubiert, urn zu ermfiglichen, dass die 
Interaktionen zwischen dem markierten Konjugat und dem interessierenden Anti- 
korper stattfinden. Ein Aliquot dieses Reaktionsgemische£ wird dann auf das por6- 
se Element abgeschieden, gefolgt von einem weiteren Inkubationsschritt, um zu 
ermCglichen, dass die Interaktionen zwischen dem Bindungsmaterial und den Anti- 
korpem in der Fluidprobe auftreten. 

Nachdem die interagierenden Elemente in der Reaktionszone zusammengebracht 
wurden und das Interagieren unter den geeigneten Bedingungen fur die notwendi- 
ge Zeitperiode ermoglicht wurde, wird jedes freie markierte Konjugat von der Re- 
aktionszone entfernt, etwa durch einen Auswaschschritt, wobei eine Auswaschia- 
sung auf das porose Element angewandt wird. 

Nachfolgend wird jedes gebundene markierte Konjugat durch geeignete Mittel de- 
tektiert. Wie zuvor beschrieben, kann die Markierung direkt Oder indirekt detektier- 
bar sein. In dem Fall einer Enzymmarkierung kann die Substratlosung, die auf das 
porose Element angewandt wird, um die Markierung detektierbar zu machen, e- 
benso eingesetzt werden wie die Waschlosung, um von dem pordsen Element je- 
des freie, markierte Konjugat zu entfernen. 

In einer speziellen, bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung wird das Verfah- 
ren mit einem Einzeltest-Kapillartestmodul praktiziert, das geeignet ist zum Einsatz 
in automatisierten analytischen Testinstrumenten. Bezugnehmend nun auf die Fi- 
gur ist dort ein in sich abgeschlossenes Testmodul oder -element 10 abgebildet, 
das alle Testreagenzien tragt auBer dem Probenfluid Oder der fur einen speziellen 
Test notwendigen Kalibrierungs-/Kontrollzusammensetzung. Zu diesem bevorzug- 
ten Testelement gehoren eine Vielzahl von Kammern in einem Gehause 22, wobei 
eine erste Kammer a Is ein vorderes Reservoir 24 zur Speicherung der markierten 
Konjugatlosung dient. Die Losung wird mit einer frangiblen oder punktierbaren Fo- 
lienschicht bedeckt (nicht gezeigt). Eine zweite der Kammern client als ein hinteres 
Reservoir 26 fur die Speicherung einer Substratlosung, die ebenfalls mit einer 
Shnlichen Folienschicht bedeckt ist (nicht gezeigt). Eine optionale dritte Kammer 
dient als Mischungsbecken 28 zum Mischen der Reagenzien und eine vi-erte Kam- 


• •• • • » • • 

► • • • • » * 


mer bildet den Teil einer Ausgabevorrichtung 30, das dazu eingesetzt wird, die 
Substratlosung an das eine Ende des porosen Elements 32 auszugeben. Dort ist 
ebenso innerhalb des GehSuses 22 eine Kammer 34 gezeigt, wobei dqrt ein ab- 
sorbierendes Material angeordnet ist zum Absorbieren von Fluid, das von dem po- 
5 rosen Element entfernt wurde, etwa durch ein Waschfluid, wenn es durch das po- 
r6se Element 32 fortschreitet. 

In dieser bevorzugten Ausfuhrungsform ist das porose Element 32 ein dunnes po- 
roses Element, das uberall ein interkommunizierendes Netzwerk von Offnungen 
j 10 aufweist, so dass ein auf das Element abgelagertes Fluid aufgrund von Kapillar- 
wirkung durch das ganze Element fortschreitet. Das dunne porose Element 32 
kann jedes geeignete Element seih wie etwa eine porose Membran, ein faserarti- 
ges Netzkissen oder ^ihnliches und kann aus jedem geeigneten Material sein, wie 
etwa Glas, polymerischen Materialien, Papier, etc. In einer bevorzugten speziellen 
15 AusfQhrungsform weist das pordse Element 32 ein ungewebtes Glasfasernetz mit 
sehr dunnen Fasern auf, etwa von der Gr6Senordnung von ca. 1 pm. 

Das porose Element 32 ist innerhalb einer Fuhrung montiert (nicht gezeigt), die 
innerhalb des Gehauses 22 eingeformt ist und Ober- und Unterseiten aufweist, die 
20 in einer Entfernung beabstandet sind, die ausreicht, das Element 32 zu unterstut- 
zen. Beispielsweise kann der Abstand zwischen den Ober- und Unterseiten der 
FOhrung in einem Bereich von ca. 0,30 mm bis ca. 0,60 mm sein; der bevorzugte 
Abstand ist ca. 0,40 mm. 

25 Das porose Element 32 erstreckt sich von der Ausgabevorrichtung 30 zu der 

Kammer 34, die das absorbierende Material beinhaltet. Die Ausgabevorrichtung 30 
wird als ein Behalter zum Halten eihes Fluids konfiguriert; zu der Ausgabevorrich- 
tung 30 gehort eine Offnuhg an dem Boden des BehSlters und Mittel, urn die Ver- 
bindung des Fluids von dem Boden des Behalters in das porose Element 32 zu 

30 ermogli v chen. Flussiges absorbierendes Material 36, das aus jedem geeigneten 
Material sein kann, ist innerhalb der Kammer 34 angeordnet und bildet einen Teil 
der Kammer 34 zum Aufnehmen des Fluids, das von dem pordsen Element 32 und 
dem FOhrungsbereich oder der Reaktionszone ausgestotten wird. Absorbierendes 
Material 36 ist zusammenhangend an dem pordsen Element 32 angeordnet und in 
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einer bevorzugten Ausfuhrungsform (wie dargestellt) passend als eine Extension 
des pordsen Materials auf sich selbst vor- und zurOckgefaltet gebildet. 

Zu dem Gehause 22 gehort vorzugsweise eine Kammer 38, die direkt Qber der ho- 
rizontal Oberseite des pordseh Elements 32 angeordnet ist und die eine Offnung 
an der Bodenperipherie davon aufweist, um Fluid zu ermdglichen. an das pordse 
Element 32 abgegeben zu werden. Zu dem Gehause 22 kann ein transparenter 
Fensterbereich (nicht gezeigt) gehdrert, der direkt unterhalb der horizontal Un- 
terseite des porosen Elements 32 angeordnet ist. um fur die Beleuchtung Zutritt zu 
verschaffen, die eingesetzt wird, um jede detektierbare Anderung, die.in dem po- 
rdsen Element als^ein Resultat des Testverfahrens bewirkt wird. zu messen oder 
es kann dazu vorzugsweise eine Offnung in dem Gehause gehdren, um zu ermdg- 
lichen. dass auf das porose Element eine Auslesebeleuchtung gerichtet wird. ohne 
durch das Material, aus dem das Gehause besteht. hindurchtreten zu mQssen. 

Das Probenfluid. das gemali dem Testverfahren der Erfindung getestet wird. kann 
jedes sein. eingeschlossen gesamtes Blut, Plasma oder Serum. GemaR einer be- 
vorzugten Ausfuhrungsform wird eine kleine Menge. beispielsweise ca. 20 pi von 
einer Patientenprobe entnommenes Serum zu dem porosen Element 32 durch eine 
Kammer 38 Qber eine Pipette hinzugefiigt und dem Testelement wird ermdglicht. 
fur die notwendige Zeitperiode zu inkubieren. Es wird verstandlich sein. dass die 
Menge der erforderlichen Patientenprobe von Test zu Test variieren kann. Nach- 
folgend wird enzymmarkierte KonjugatlOsung in Kammer 24 (beispielsweise 20 pi) 
in eine saubere Pipettenspitze aspiriert. die die Folienschicht uber der Kammer 24 
perforiert hat und dann auf der Oberflache des pordsen Elements 32 durch die 
Kammer 38 abgelagert. Dem Testmodul wird wieder ermdglicht. fur eine geeignete 
Ze,tperiode zu inkubieren. um zu ermoglichen. dass die Wechselwirkungen statt- 
f.nden. Nachfolgend wird die Folienschicht. die die Kammer 26 bedeckt um eine 
Versiegelung uber der Substratlosung in der Kammer zu bilden. durch eine Pipette 
perforiert. die eine saubere Spitze tragt. und ein gewunschtes Volumen der Sub- 
stratlosung. typischerweise ca. 90 pi. wird in die Pipettenspitze aspiriert. Die Sub- 
stratlosung wird dann in die Kammer 30 eingelagert. von wo es ermdglicht wird 
mit einem Ende des porosen Elements 32 in Kontakt zu kommen und dann durch 
Kapillarwirkung durch das ganze Element gezogen zu werden. Dem Testmodul 
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wird dann ermdglicht zu inkubieren, um es zu erlauben, dass die Reaktion zwi- 
schen dem Substratmaterial und jeder gebundenen Enzymmarkierung stattfindet. 
Es ist offensichtlich, dass die Substratlosung in dieser Ausfuhrungsform ebenso 
als ein Waschfluid eingesetzt wird. Wenn die Substratlosung durch das pordse E- 
lement 32 fortschreitet, drangt es jedes freie enzymmarkierte Konjugat zusammen 
mit dem Fluid aus dem porosen Element heraus und in die Absorberkammer 34 
hinein, wo sie durch das absorbierende Material 36 aufgenommen werden. Das 
Signal, das von den durch die Reaktion zwischen dem Substratmaterial und dem 
Enzym befreiten Spezies geliefert wird, beispielsweise eine fluoreszierende Spe- 
zies^ wird dann durch geeignete Auslesemittel, beispielsweise ein Fluorometer 
ausgelesen. Sowohl qualitative als auch quantitative Resultate konnen mit diesem 
Verfahren erzielt werden. Das Verfahren der Erfindung, wie ausgefuhrt mit dem 
dargestellten, bevorzugten Testmodul, kann mit einem automatisierten Testinstru- 
ment durchgefuhrt werden, was folglich einen vollstandig in sich geschlossenen 
Test liefert, der ein Minimum von Bedienerbeteiligung erfordert, und der die Bedie- 
nerunbestandigkeit etiminiert. 

Das Testverfahren involviert wie vorab ausgefuhrt, den Einsatz von negativen und 
positiven Kalibrierungen. Im Allgemeinen wird fQr den speziellen Apparat ein Refe- 
renzsignal-Cut-off-Wert bestimmt, der eingesetzt wird, um den Test auszufiihren. 
Der Referenz-Cut-off-Wert kann gemaR verschiedener, bekannter Methdden be- 
stimmt werden. Beispielsweise kann ein Cut-off-Wert durch das Ausarbeiten einer 
Dosis-Antwort-Kurye erzielt werden. Wie auch immer er bestimmt wird, wird der 
Referenz-Cut-off-Wert dann validiert durch das Testen einer grolXen Anzahl von 
bekannten, positiven und negativen klinischen Proben. 

Die Erfindung wird nun weiter im Detail beschrieben anhand spezifischer bevorr 
zugter AusfOhrungsformen anhand von Beispielen; es wird verstanden, dass diese 
nur dazu gedacht sind zu veranschauchlichen und die Erfindung ist nicht auf die 
dort aufgefQhrten Materialien, Bedingungen^ Verfahren, etc. begrenzt. 
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BEISPIEL I 

Reinigunq des loM von menschlichem Serum 

Zu 500 ml von Anti-Toxoplasmose-Negativ-Serum wurde eine gesattigte Ammoni- 
umsulfatlSsung (pH 7,0) zu 30 % hinzugefOgt. volumenmaftig, wobei 20 Minuten 
gerOhrt wurde. Nach dem RQhren von weiteren 30 Minuten wurde die Losung 20 
Minuten bei 3000 x g zentrifugiert. Die Oberschussige Ammoniumsulfatlosung wur- 
de in einen sauberen Behalter dekantiert und mrt einer gesattigten Ammoniumsul- 
fatlosung auf 50 % gebracht. Die Losung wurde weitere 30 Minuten gerOhrt und 
dann 20 Minuten bei 3000 x g zentrifugiert. 

Die Oberschussige L6sung wurde aussortiert und das IgM-Pellet wurde in 50 ml 
einer 20 mM Natriumphosphatlosung (pH 7,0) suspendiert. Die LeitfShigkeit der 
lgM-L6sung wurde auf annahernd die gleiche Leitfahigkeit angepasst wie eine 0,16 
M Amoniumsulfatlosung durch Verdunnen der IgM-Losung mit destilliertem Was- 
ser. Die IgM-lmmunoglobuline wurden aus der Ldsung prazipitiert durch Hinzufii- 
gen einer 24 %-Losung von Polyethylenglykol (durchschnittliches Molekulargewicht 
8000) auf eine Endkonzentration von 6 %. Das RQhren wurde dann 30 Minuten 
fortgesetzt, gefolgt von einem 30-minutigen Zentrifugieren bei 3000 x g. Die (iber- 
schiissige Losung wurde aussortiert und das IgM-Pellet wurde in 250 ml von 50 
mM Tris-Puffer (pH 7,6), 150 mM NaCI aufgelost, gefolgt von einer extensiven Di- 
alyse gegen denseiben Puffer. Nach dem Dialyseschritt wurde die IgM-Losung 
durch einen 0,8 pm Filter gefiltert, dann durch einen 0,45 M m Filter und schlieBlich 
durch einen 0,2 urn Filter. Ca. 0,1 % eines Praservierungsmittels, Kathon. wurden 
hinzugefOgt und die Ldsung bei einer Temperatur von ca. 2° bis 8" C gelagert. 

BEISPIEL II 

Reiniauno von Kaninchen IqG 

Ca. 5 bis 15 ml eines Kaninchen-Anti-Toxoplasmose-Serums wurden auf eine re- 
kombinierte Protein-G-Sepharosesaule angewandt, die in phosphatgepuffertem 
Salz (PBS) - 20 mM Natriumphosphat, 150 mM NaCI. pH 7.2 abgeglichen wurde. 
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Nachdem die Probe in die SSule eingebracht wurde, wurde sie mit 50 ml PBS ge- 
waschen. Das IgG wurde aus der SSule mit 0,1 m Glycine, pH 2,5, eluiert. Zehn 5 
ml Fraktionen wurden in Rohrchen gesammelt, die 0,5 mL von 2 M Tris Puffer, pH 
8,0 beinhalteten. Die Absorption jeder Fraktion wurde bei 280 nm bestimmt und die 
Fraktionen mit Absorption oberhalb von 0,7 wurden zusammengefasst und dialy- 
siert gegen 50 mM Tris, 150 mM NaCI, pH 7,6. Nach der Dialyse wurde das Kanin- 
chen-IgG durch einen 0,2 Filter gefiltert und ein PrSservierungsmittel, 0,1 % 
Kathon, wurde hinzugefOgt. Das gereinigte Kaninchen-IgG wurde bei einer Temper 
ratur von ca. 2° bis 8° C gelagert. 

BEISPIEL III 

Koniuaation von Kaninchen-lgG zu menschlichem IgM 

AnnShernd 60 mg von menschlichem IgM und 20 mg von Kaninchen-Anti- 
Toxoplasmose-IgG wurden jeweiis auf ca. 8 bis 10 mg/ml konzentriert, indem ein 
Amicon Centripep 30 eingesetzt wurde. Beide Antikorperlosungen wurden gegen 
PE-Puffer dialysiert (0,1 M Natriumphospat, 1 mM EDTA, pH 7,0). 

Die Kaninchen-lgG-Antikorper wurden mit GMBS aktiviert durch HinzufQgen einer 
20 mg/ml Losung von GMBS in Dimethylformamid zu der IgG-LOsung bei einem 
20:1 molaren Verhaltnis (GMBS: IgG) und die Losung wurde 60 Minuten inkubiert 
bei 30° C. Das aktivierte IgG wurde von Ruckstanden von GMBS gereinigt, indem 
die Reaktionsmischung durch eine PD 10 Saule (Pharmacia) in PE-PufferI6sung 
geleitet wurde. Fraktionen von 1 ml wurden gesammelt und diejenigen, die bei 280 
nm eine Absorption groSer als 0,7 im ersten Peak aufwiesen, wurden zusammen- 
gefasst. 

Das menschliche IgM wurde aktiviert mit 2-lminiothiolgn durch HinzufQgen von 100 
mM von 2-IT in destilliertem Wasser zu der IgM-Losung zu einer Endkonzeritration 
von 5 mM 2-IT durch HinzufQgen eines 1/20 Volumens von 100 mM 2-IT. Die Re- 
aktionsmischung wurde bei Raumtemperatur 20 Minuten inkubiert, gefolgt von ei- 
nem HinzufQgen von 100 pi von I M Glycine zu der Reaktionsmischung und Inku- 
bation von 5 Minuten. Das aktivierte IgM wurde gereinigt von R0ckst3nden von 2- 
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IT durch Durchleiten der Reaktionsmischung durch eine Sephadex G-25 Saute in 
PE-Pufferlosung und 1 ml Fraktionen wurden gesammelt. Die Fraktlonen mit einer 
Absorption (bei 280 nm) von mehr als 0,5 in dem ersten Absorptionspeak wurden 
zusammengefasst. 

s 

Die GMBS-aktivierte Kaninchen-lgG-Antik6rperl6sung wurde zu der 2-IT-aktivierten 
menschlichen IgM-Losung bei einem molaren Verhaltnis von 2:1 (lgG:lgM) hinzu- 
gefugt und die Reaktionsmischung wurde ca. 18 bis 24 h bei einer Temperatur von 
ca. 2° bis 8° C inkubiert. Die Konjugationsreaktionsmischung wurde gequenscht 

^ durch HinzufOgen von 1/100 Volumens von 100 mM 2-Mercaptoethylamin in PE- 
Pufferlosung, gefolgt durch eine 30-minutige Inkubation bei Raumtemperatur und 
dem HinzufOgen von -1/1 00 Volumens von einer 25 mg/ml Losung von N- 
Ethylmaleinimid in Dimethylformamid. Die Reaktionsmischung wurde dann 30 Mi- 
nuten bei Raumtemperatur inkubiert und das Konjugat in 50 mM Tris dialysiert. 150 

is mM NaCI, pH 7,6. 

Zu der KonjugatlOsung wurde ein gleiches Volumen eines negativen Anti- 
Toxoplasmoseserums hinzugefugt Die Losung wurde dann durch einen 0,2 urn 
Filter gefiltert und Kathon wurde zu einer Konzentration von ca. 1 % hinzugefOgt. 

20 

Die zusammehgesetzten Antikorper wurden als positive Kalibrieruhgen und Kon- 
^ trollen fiir die Tests eingesetzt, die in den folgenden Beispielen ausgefuhrt wird. 

\ . " 

BEISPIEL IV 

Tests fur zusammengesetzte, unspezifische IgM/spezifische Nicht-lgM-Antikdrper 
in der reaktiven Kalibrierung oder spezifische IgM in Patientenproben von Serum 
Oder Plasma zu Toxoplasmose Gondii wurden ausgefOhrt gemaa dem Verfahren 
der Erfindung in Obereinstimmung mit dem folgenden Verfahren. Eine Losung von 
monoklonalem Antikorper mit menschlichem IgM bei einer Konzentration von 1,25 
mG/ml in 50 mM Tris Puffer, pH 7,5, 0,1 % Triton X-100 und 0,1 % Kathon, Wurde 
hergestellt und 25 pi Wurden auf ein annahernd 1 cm 2 , poroses, glasfaserartiges 
Netzkissen angewandt, Ahlstrom # 161, in Kammer 38 in einem Testmodul der in 
der Figur dargestellten Art. Die Menge von Bindungsmaterial. die auf das Netz an- 
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gewandt wurde, wurde so berechnet, dass sie theoretisch mehr war als das, was 
zum Binden aller IgM in einer Oblichen Patientenprobe erforderlich war. Das Test- 
modul wurde oberhalb Raumtemperatur getrocknet, urn das Bindungsmaterial an 
dem faserartigen Kissen zu fixieren. 

Insgesarht wurde 20 pi von Kalibrierung oder Probe zu dem faserartigen Kissen 
hinzugefOgt in dem Bereich, der mit Bindungsmaterial uberzogen war, gefolgt von 
einer 6-minQtigen Inkubation bei 37° C, urn zu ermoglichen, dass das Bindungs- 
material IgM einfangt. Zu dem Bereich des faserartigen Kissens, das mit dem Bin- 
dungsmaterial beschichtet war, wurden 20 pi eines Toxoplasmose-Antigenextrakts 
hinzugefOgt, das vorab kovalent zu alkalischer Phosphatase konjungiert wurde und 
in einem Puffer auf die gewunschte Konzentration verdOnnt wurde, bestehend aus 
50 mM TRIS, pH 7,6, 150 mM NaCI, 1 mM MgCI 2 , 0,1 mM ZnCI 2 , 8 mM CaCI 2 , 20 
U/ml Heparin, 0.1 % Trition-X-100, 1 % Galantine, 1 % BSA und 0,1 % Kathon. Die 
Reaktanden wurden 6 Minuten bei 37° C inkubiert, urn das Einfangen der enzym- 
markierten Antigene durch spezifische Antikorper zu ermoglichen. Nachfolgend 
wurden zu der Waschdffnung. Kammer 30, des Moduls 90 pi einer Substrat- 
/Waschiesung hinzugefOgt, bestehend aus 1 mM Methyl Umbelliferyl Phosphat, 1 
mM MgCI 2 . 0, 5 M NaCI, 10 mM Levamisol.HCI, 5mM Phenylalahylglycylglycine, 
0,5 mM TRIS, pH 9,5, und 0,1 % Triton X-100. Der Substrat-W/aschlosung wurde 
ermeglicht, das faserartige Kissen zu erreichen und durch dieses durch Kapillar- 
wirkung hindurchzuflieflen, wodurch der Probenbereich insgesamt 6 Minuten bei 
37° C gewaschen wurde. 

Ein Auslesen der Reaktionszone wurde nach einer 6-min0tigen Zeitperiode durch- 
gefuhrt und ein zweites Auslesen wurde 300 Sekundeh spater durchgefOhrt, wobei 
ein Vorderseitenfluorometer eingesetzt wurde, indem 360 nm Strahlung durch eine 
Offnung in dem Testmodul, benachbart zu der Reaktionszone, gerichtet wurde und 
ihdem die reflektierte 450 nm Strahlung gesammelt wurde. Der Anstieg der Fluo- 
reszenz, einer Funktion des gebundenen enzymmarkierten Konjugats, wurde be- 
rechnet. Das erhaltene Resultat wurde mit den Resultaten verglichen, die mit einer 
definierten negativen Kalibrierung erreicht wurden und den in Beispiel III beschrie- 
benen positiven Kalibrierungen und wurde dadurch bestimmt positiv oder negativ 
zu sein auf der Basis eines determinierten Cut-off-Werts. 
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Insgesamt 382 Patientenproben wurden hinsichtlich Toxoplasmose-M mit einem 
OPUS® Immunotestanalysierer getestet (PB Diagnostic-Systems, Inc.). Eine posi- 
tive Kalibrierungszusammensetzung, zu der menschliche Anti-Toxo-M AntikQrper 
geheren, wurde zusammen mit einer negativen Kalibrierung eingesetzt, urn den 
cut-off-Wertzu ermitteln. FQr Vefgleichszwecke wurden die Patientenproben eben- 
so mit einem indirekten Fluoreszent-Antikorpertestset (IFA) der Gull Laboratorien 
getestet. Die Resultate werden in Tabelle I gezeigt. 


TABELLE I 


OPUS 
TOXO-M 


GULL TOXO-M IFA 
NEGATIV POSITIV 


NEGATIV 
UNBESTIMMT 
POSITIV 


277 

3 

12 

6 

16 

68 


Es ist gezeigt, das von den 71 Prob'en, die durch das Gull Testset als positiv de- 
tektiert wurden (die 6 Proben. die als unbestimmt eingestuft wurden, wurden ge- 
m§B der Standard Industriepraxis nicht eingeschlpssen), das OPUS-Testmodul 68 
als positiv detektierte. Folglich war die OPUS-Testmodulsensitivitat (verglichen mit 
der Gull IFA) 95,8 % (68/71). 

Es ist weiterhin erkennbar, dass von 293 durch das Gull Testset gefundenen ne- 
gativen Proben (die 12 unbestimmten Resultate wurden aussortiert), das OPUS- 
Testmodul 277 als negativ detektierte. Folglich war die OPUS-Testmodulspezifitat 
(verglichen mit der Gull IFA) 94,5 % (277/293). 

Sowohl die Sensitivitat als auch die Spezifitat des OPUS-Testmoduls liegen inner- 
halb der akzeptierten Industriestandards. 
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Ein Cut-off-Wert wurde mit einem OPUS-lmmunotestanalysierer bestimmt, einset- 
zend eine negative Kalibrierungszusammensetzung und eine positive Toxo-M Ka- 
librierungszusammensetzung gemaG der Erfindung. Die Signalwerte, die fur die 
382 mit dem QPUS-Analysierer und mit dem Gull IFA von Beispiel IV getesteten 
Patientenproben erzielt wurden, werden mit den Cut-off-Werten verglichen, die mit 
der positiven Kalibrierung erzielt wurden, die die zusammengesetzten AntikSrper 
gemSB der Erfindung aufweisen. Die Resultate werden in Tabelle II gezeigt. 

TABELLE II 


GULL TOXO-M IFA 


OPUS 
TOXO-M 



NEGATIV 

POSITIV 

NEGATIV 

269 

2 

UNBESTIMMT 

16 

3 

POSITIV 

20 

72 


Es 1st erkennbar. dass von 74 Proben, die durch das Gull Testset als positiv be- 
stimmt wurden, das OPUS-Testmodul 72 als positiv detektiert hat. Folglich war die 
Modulsensitivitat (mit der positiven Kalibrierungszusammensetzung der Erfindung) 
97,2 % (72/74) verglichen mit der Gull IFA. ' 

Es ist ebenso zu erkennen, dass von 289 Proben, die durch das Gull IFA als nega- 
tiv eingestuft wurden, das OPUS-Testmodul 269 als negativ detektiert hat, was 
eine Spezifitat von 93,1 % (269/289) verglichen mit dem Gull IFA bedeutet. 

Sowohl die Sensitivitat als auch die Spezifitat des OPUS-Testmoduls in Kombina- 
tion mit der positiven Kalibrierungszusammensetzung der Erfindung liegen inner- 
halb akzeptierter Industriestandards. 
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EP-No. 94201876.3 


Patentans prfirhe 


1. Positive Kalibrierungs- oder Kontrollzusammensetzung zur Verwendung in 
einem serologischen IgM-Test umfassend eine Ldsung eines zusammen- 
gesetzten AntikSrpers eines unspezifischen IgM-lmmunglobulinanteils, der 
kovalent an einen spezifischen, nicht-lgM-Antikorperanteil gebunden ist, 
wobei besagter spezifischer, nicht-lgM-Antikdrperanteil gegen einen 
spezifischen Infektionskrankheitswirkstoff gerichtet ist. 

2. Positive Kalibierungs- oder Kontrollzusammensetzung nach Anspruch 1, 
wobei der besagte unspezifische IgM-lmmunglobulinanteil aus einem 
menschlichen unspezifischen IgM-lmmunglobulin besteht. 

3. Positive Kalibierungs- oder Kontrollzusammensetzung nach Anspruch 1, 
wobei der besagte spezifische, nicht-lgM-AntikOrperanteil aus einem nicht- 
menschlichen lgG-Antik6rper besteht. 

4. Positive Kalibrierungs- oder Kontrollzusammensetzung nach Anspruch 1 , 
wobei der besagte zusammengesetzte Antikorper einen menschlichen 
unspezifischen IgM-lmmunglobulinanteil umfaBt, der kovalent an einen 
spezifischen lgG-Antik6rperanteil gebunden ist. 

• 

5. Positive Kalibrierungs- oder Kontrollzusammensetzung nach Anspruch 1, 
wobei der besagte spezifische, nicht-lgM-Antikorperanteil aus einem mono- 
klonalen Antikorper besteht. 

6. Positive Katibnerungs- oder Kontrollzusammensetzung nach Anspruch 1 . 
wobei der besagte unspezifische IgM-lmmunglobulinanteil aus dem IgM- 
Gesamtimmunglobulin oder dessen Fc-Fragmentbereich besteht. 

7. Positive Kalibrierungs- oder Kontrollzusammensetzung nach Anspruch 1 
wobei der besagte spezifische, nicht lgM-Antik6rperanteil aus dem gesamten 
Antikorper oder aus dessen F(ab') 2 -Segment besteht. 
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8. Positive Kalibrierungs- oder Kontrollzusammensetzung nach Anspruch 1. 
wobei der besagte spezifische, nicht-lgM-Antik6rperanteil aus einem Anti- 
kdrper besteht, der aus der Gruppe ausgewahlt wird, die aus HIV-Anti- 
kSrpern, HTLV-Antik6rperh, Cytomegalie-Virus-Antik6rpern, Toxoplasmose- 
Antikorpern, Roteln-Antikdrpern, Herpes-Antikorpem. Lyme-Krankheits- 
Antikorpern und Hepatitis-AntikOrpern besteht. 

9. positive Kalibrierungs- Oder Kontrollzusammensetzung nach Anspruch 1. 
wobei der besagte zusammengesetzte Antikorper durch Reaktion eines 
unspezifischen IgM-lmmunglobulins mit einem spezifischen nicht-lgM- 
Antikorper bei einem Molverhaltnis von ungefahr 1:1 bis ungefahr 1:5 
hergestellt ist. 

10. Positive Kalibrierungs- oder Kontrollzusammensetzung nach Anspruch 9. 
wobei der zusammengesetzte Antikorper hergestellt ist durch Reaktion eines 
unspezifischen IgM-lmmunglobulins mit einem spezifischen nicht-lgM- 
Antikorpers bei einem Molgewicht von ungefahr 1:2. 

1i; Positive Kalibrierungs- oder Kontrollzusammensetzung nach Anspruch 1 
und auBerdem mit zumindest einem zusatzlichen zusammengesetzten Anti- 
korper eines unspezifischen IgM-lmmunglobulins, kovalent an einen spezifi- 
schen nicht-lgM-Antikorperanteil gebundeh, der gegen einen spezifischen 
infektionskrankheitswirkstoff gerichtet ist, wobei jeder spezifische nicht-lgM- 
Antikorperanteil jedes zusammengesetzten AntikOrpers gegen einen 
unterschiedlichen spezifischen Infektionskrankheitswirkstoff gerichtet ist. 

12. Verfahren zum DurchfOhren eines Tests mit einer positiven Kalibrierungs- 
oder Kontrollzusammensetzung hinsichtlich der Anwesenheit von IgM- 
Antikorpern fur eine Infektionskrankheit. umfassend die Verfahrensschritte: 

a) Applizieren (i) einer positiven Kalibrierungs- oder Kontrollzusammen- 
setzung. die zusammengesetzte Antikorper umfaBt, wobei die zusammen- 
gesetzten Antikorper einen unspezifischen IgM-lmmunglobulinanteil 
aufweisen, der kovalent an einen spezifischen, nicht-lgM-Antikdrper 
gebunden ist, der gegen einen spezifischen Infektionskrankheitswirkstoff 

gerichtet ist, 

und <ii) eines markierten Detektormaterials 
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auf einen festen TrSger, 

wobei der feste TrSger ein hieran immobilisiertes Bindungsmaterial 
aufweist, welches sich an die besagten zusammengesetzten Antikdrper 
b.ndet und wobei sich das Detektormateria. des markierten Detektormaterials 
an die zusammengesetzten Antikdrper bindet. 

wobei ein Ternar-Komplex des besagten immobilisierten Bindungs- 
matenals, der besagten zusammengesetzten Antikorper und des besagten 
markierten Detektormaterials gebildet wird; 1 

b) Entfernen von freiem markiertem Detektormaterial von dem festen 
TrSger; und 

c) Erha.ten eines Abiesesignals durch Ermitteln des gebundenen oder 
des freien markierten Detektormaterials. 

13. Verfahren hach Anspruch 12, 

wobei sich das Bindungsmaterial'. das an dem festen Trager immobilisiert 
festge.egt ist. an den unspezifischen IgM-.mmung.obulinanteil der besagten 
zusammengesetzten Antikorper bindet und wobei sich das besagte Detektor- 
materia des markierten Detektormateria.s an den besagten spezifischen, 
n.cht-.gM-Antik6rperanteil der zusammengesetzten Antikorper bindet. 

14. Verfahren nach Anspruch 12, 

wobei sich das Bindungsmaterial'. das an dem besagten festen TrSger 
-mmobilisiert ist. an den besagten spezifischen nicht-.gM-Antik6rperantei» der 
besagten zusammengesetzten Antikorper bindet. und wobei sich das 
Detektormaterial des besagten markierten Detektormaterials an den 
unspezifischen IgM-.mmunglobu.inantei, der besagten zusammengesetzten 
Antikorper bindet. 

15. Verfahren nach Anspruch 12. 

wobei Schrif, (a) das Appiizieren der positive* Kaiibrierungs- oder Kontroli- 
zusamrnensetzuhs, auf den fesien Trager beinhaKe,. das inkubieren de8 

" L r, erS r nd hteraU ' daS APP " Z ' ere " des ^.ektormatenaia 
auf den festen Trager. 

16. Verfahren nach Anspruch 12, wobei Schritt (a) das Kombinieren der 
Pos,„ven Kaiibrierungs-oder Kon.roiizusammense.zung mi, einer Losung des 
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markierten Detektormaterials umfaBt, das Inkubieren der Mischung und 
hierauf das Applizieren der Mischung auf den festen Trager. 

17. Verfahren nach Anspruch 12, wobei die Markierung des markierten 
Detektormaterials Mitglied der Gruppe ist, die aus fluoreszierenden 
Materialien, radioaktiven Materialien und Enzymen besteht. 

18. Verfahren nach Anspruch 12, wobei die Markierung ein Enzym ist und 
Schritt (b) das Applizieren einer Losung eines Tragermaterials fur das Enzym 
auf den festen Trager umfaBt. 

19. Verfahren zur Bestimmung eines Referenzsignal-Cut-Off-Wertes fQr einen 
Test hinsichtlich der Anwesenheit von Antikorpern fur einen Infektionskrank- 
heitswirkstoff, umfassehd die Verfahrensschritte: 

a) Applizieren (i) einer positiven Kalibrierungs- oder Kontrollzusammen- 
setzung, die zusammengesetzte Antikorper umfaBt, wobei die zusammen- 
gesetzten Antikorper einen unspezifischen IgM-lmmunglobulinanteil bein- 
halten, der kovalent an einen spezifischen nicht-lgM-Antikorper gebunden ist, 
welcher gegen einen spezifischen Infektionskrankheitswirkstoff gerichtet ist, 

und (ii) eines markierten Detektormaterials, 
auf einen festen Trager, 

wobei der feste Trager eih hieran immobilisiertes Bindungsmaterial 
aufweist, welches sich mit den zusammengesetzten AntikSrpern verbindet, 
und wobei sich das Detektormaterial des markierten Detektormaterials mit 
den zusammengesetzten Antikorper verbindet, 

wobei ein Ternarkomplex gebildet ist aus dem immobilisierten 
Bindungsmaterial, den zusammengesetzten Antikorpern und dem markierten 
Detektormaterial; 

b) Entfernen des frelen markierten Detektormaterials von dem festen 
Trager; 

c) Erhalten eines Ablesesignals durch Ermitteln des gebundenen oder 
freien markierten Detektormaterials; und 

d) Verwenden des Ablesesignals bei der Bestimmung eines Referenz- 
signalrCut-Off-Wertes. 
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